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O desenvolvimento de métodos que tem por objetivo acelerar e melhorar a qualidade do 
processo de cicatrização de feridas tem impacto positivo na condução de distúrbios de 
cicatrização associados a inúmeras condições médicas. Neste estudo, avaliamos os efeitos 
moleculares, celulares e clínicos da aplicação tópica de 5-azacitidina na cicatrização de 
feridas em ratos. De acordo com estudos pregressos, a 5-azacitidina reduz a expressão de 
folistatina, que é um regulador negativo das ativinas. Estas, por sua vez, promovem o 
crescimento de células em diferentes tecidos, incluindo a pele. Ratos Wistar machos com 
oito semanas de vida foram submetidos a um ferimento cutâneo com punch de oito 
milímetros na região dorsal. A seguir os ratos foram aleatoriamente separados em grupo 
controle (veículo) ou submetidos a aplicação tópica de 5-azacitidina (10 mM), uma vez por 
dia por até 12 dias, iniciando-se no terceiro dia após a lesão.  A documentação fotográfica e 
coleta de amostras ocorreram nos dias 5, 9 e 15. O emprego desta droga resultou em 
aceleração da cicatrização da ferida, (99,7±7,0% versus 71,2±2,8% no dia 15, p <0,01). Este 
resultado clínico foi acompanhado pela redução de aproximadamente três vezes na 
expressão proteica de folistatina. O exame histológico da pele revelou re-epitelização 
eficiente com aumento da expressão de queratinócitos e aumento significativo na expressão 
do gene de TGF-β além da diminuição significativa de citocinas, tais como TNF-α e IL-10. 
Analisamos também a proliferação celular na lesão de pele através do método de 
incorporação de BrdU. O número de células positivas para BrdU aumentou 
significativamente quando comparado ao controle. No entanto, quando folistatina exógena 
foi aplicada na pele em paralelo ao tratamento tópico de 5-azacitidina a maioria dos 
benefícios do medicamento foi perdida. Assim, 5-azacitidina atua, pelo menos em parte, 
através da via folistatina/ativina para melhorar a cicatrização de feridas em ratos. Este 
trabalho pertence a linha de pesquisa Processo de Cuidar em Saúde e Enfermagem. 






The development of new methods aimed at improving wound healing may have an impact on 
the outcomes of a number of medical conditions. Here we evaluate the molecular and clinical 
effects of topical 5-azacytidine, a compound used in myelodysplasia, on the wound healing in 
rats. According to previous studies, 5-Azacytidine decreases the expression of follistatin 1, 
which is a negative regulator of activins. Activins, in turn, promote cell growth in different 
tissues, including the skin. Eight-week old male Wistar rats were submitted to an 8 mm punch-
wound in the dorsal region. After three days, rats were randomly assigned to either control or 
topical application of a solution containing 5-azacytidine (10mM), once a day. Photo 
documentation and collection of samples occurred at days 5, 9 and 15. Overall, 5-azacytidine 
resulted on a significant acceleration of complete wound healing (99.7% ±0.7.0 vs. 71.2%±2.8 
on days 15; n=10; p<0,01). This was accompanied by an up to 3-fold reduction in follistatin 
expression.  Histological examination of the skin revealed efficient reepithelization with 
increase in gene expression of TGF-β and keratinocytes markers, involucrin and citokeratin, 
besides the significant decrease of cytokines such as TNF-α and IL-10. In addition, we 
analyzed cell proliferation in injured skin employing the BrdU incorporation method. The 
treatment with 5-azacytidine led to a progressive increase of BrdU positive cells. Finally when 
recombinant follistatin was employed in the skin in parallel to topical 5-azacytidine most of the 
benefits of the drug were lost. Thus, 5-azacytidine acts, ate least in part, through the 
follistatin/activin pathway to improve wound healing in rats. This study belongs to online 
research process Caring in Nursing and Health. 
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A pele forma a cobertura externa do corpo e com seus anexos constitui o sistema 
tegumentar. A área total da pele em adultos pode chegar a 1,5 até 2,0 metros2 e pesar de 
oito a dez quilogramas, sendo, portanto, o maior órgão do corpo humano, representando 
16% do nosso peso. Em cada centímetro quadrado de pele existem cerca de oito milhões de 
células, trezentas glândulas sudoríparas e nove mil células nervosas (1).  
Várias funções vitais são exercidas pela pele. Dentre eles destacam-se o controle do 
fluxo sanguíneo, regulação térmica, percepção sensorial especializada, proteção contra 
raios ultravioletas (UV), prevenção contra desidratação e absorção de substâncias. Quando 
danificada, a pele é capaz de cicatrizar-se e regenerar-se, e ainda, faz parte do sistema 
imunológico atuando como uma linha de defesa primária contra potenciais agressores, 
infecções e toxinas do meio externo. Por fim, possui também função metabólica participando 
da síntese de vitamina D (2).  
 A pele é constituída por duas camadas, epiderme e derme. A epiderme 
corresponde à porção epitelial da pele e é constituída por um epitélio estratificado 
pavimentoso queratinizado, com células escamosas organizadas em várias camadas. A 
principal célula desta camada é o queratinócito, responsável pela produção de queratina, 
que é uma proteína resistente e impermeável que desempenha papel fundamental na 
função de proteção exercida pela pele. Também estão presentes os melanócitos, os quais 
produzem melanina, um pigmento castanho que absorve os raios UV, as células imunitárias, 
constituídas principalmente pelas células de Langerhans (3-4). 





-  Camada basal: caracterizada por intensa atividade mitótica com constante geração 
de novas células que, progressivamente, migram para as camadas superficiais repondo 
aquelas perdidas pelo processo contínuo, dando origem a todas as outras camadas.  
- Camada espinhosa: formada por células cúbicas ou achatada com maior 
quantidade de queratina que as da camada basal, as quais apresentam um processo 
incipiente de formação de junções celulares umas com as outras, com o intuito de 
proporcionar maior resistência e elasticidade.  
- Camada granulosa, que é caracterizada por células achatadas com grânulos de 
queratina proeminentes e outras substâncias extracelulares e proteínas, como o colágeno.  
- Camada lúcida, constituída de uma delgada lâmina de células eosinofílicas e 
translúcidas, as quais perdem seus núcleos que são digeridos por enzimas secretadas por 
essas mesmas células.  
- Camada córnea que é a camada mais externa, constituída de células achatadas 
eosinófilas, anucleares com grande quantidade de filamentos, principalmente queratina (5).
 A junção entre a epiderme e a derme apresenta forma de papilas, que dão maior 
superfície de contato com a derme e maior resistência ao atrito da pele, sendo a derme o 
tecido conjuntivo que sustenta a epiderme. É constituído por elementos fibrilares como 
o colágeno e a elastina, além de outros elementos da matriz extracelular, como proteínas 
estruturais. Os fibroblastos são as células envolvidas com a produção dos componentes da 
matriz extracelular constituindo-se no principal componente celular da derme (3-4). 
A derme é subdividida em duas camadas, onde se localizam os vasos sanguíneos 
que nutrem a epiderme, vasos linfáticos e também os nervos e os órgãos sensoriais a eles 




constituída por tecido conjuntivo frouxo e, a segunda é a camada reticular que é constituída 
por tecido conjuntivo denso não modelado, onde predominam as fibras colágenas (5).  
Adjacente à derme encontra-se o tecido celular subcutâneo ou hipoderme, o qual 
não faz parte da pele. Este é constituído predominantemente por tecido adiposo que confere 
proteção contra o frio, e um tecido conjuntivo frouxo responsável pela conexão entre a 
derme e a fáscia muscular. A espessura da hipoderme varia entre os grupos étnicos, 
gêneros, em relação à localização no corpo e também de acordo com hábitos e estilo de 
vida. Possui como funções principais as de reservatório energético, isolante térmico, 
modelagem da superfície corporal, absorção de choques e fixação dos órgãos, além de ser 
considerado um órgão endócrino capaz de secretar hormônios e citocinas importantes para 
o metabolismo (1). Os anexos da pele são: folículo piloso, pelo músculo liso eretor e 
terminações nervosas sensitivas (1,3-4). 
As feridas, que são a ruptura de todas essas camadas importantes da pele, são 
definidas como a interrupção na continuidade de tecido e a perda da integridade física da 
pele, podendo ocorrer perda de tegumento cutâneo, além de parte do tecido subcutâneo e 
nos casos mais graves atingir músculo, tendões. Podem ter diversas causas como trauma 
físico, químico, mecânico ou desencadeada por afecções clínicas. Contudo, independente 
da etiologia das feridas, todas podem tornar-se crônicas (11). 
As feridas crônicas são aquelas que não são reparadas em tempo esperado e 
apresentam complicações graves como amputações de membros e podem a até levar a 
morte (11).  Elas representam um grande problema de saúde pública por gerarem elevados 
custos com a saúde, incapacidades físicas e afastamento do trabalho. Um fato que colabora 
para a elevada prevalência de feridas crônicas em todo o mundo é o aumento progressivo 




O tratamento de lesões cutâneas não é  um desafio restrito as sociedades modernas. 
Durante séculos o tratamento de feridas tem sido uma preocupação constante das pessoas 
envolvidas com cuidados à saúde e o objetivo sempre foi de obter melhores resultados 
cicatricial em menor tempo possível.  Na Mesopotâmia, as feridas eram lavadas com água 
ou leite e cobertas com mel, lã de carneiro, folhas e cascas de árvores. Os egípcios 
associavam uma variedade de plantas, substâncias animais e minerais na cobertura das 
feridas e ao longo do tempo perceberam que o bolor de pão era capaz de controlar a 
infecção, intervenção empírica que mais tarde foi comprovada pela descoberta da penicilina 
em 1.928 por Alexander Fleming (7-8).  
 Hipócrates sugeria que as feridas contusas fossem tratadas com calor e pomadas 
para promover a supuração, remover material necrótico e reduzir a inflamação. No início da 
era cristã, Celsus preconizava o fechamento primário das feridas recentes e desbridamento 
das contaminadas para posteriormente poderem ser suturadas (7-8). Na idade média o corpo 
era considerado a morada de divindades ou de demônios e as feridas eram a prova de sua 
existência. Desta forma o cuidado das feridas era realizado por “bruxas” que acreditavam ter 
poderes especiais utilizando assim todo o tipo de substância (7-8).  
Em 1.683 com a descoberta da existência dos microorganismos por Leeuwenhoek e 
sua associação a diversas doenças, deu-se início a preocupação com a limpeza e 
desinfecção. Nesta época acreditava-se que quanto mais seca, mais protegida a ferida 
estava de microorganismos. Emplastos e pomadas com antibióticos eram muito utilizados, 
juntamente com gazes secas para manter o ambiente o mais seco possível, facilitando a 
formação de crostas para a proteção da ferida e para sua completa cicatrização (7-8). 
 O avanço da química levou a descoberta de compostos de cloro e iodo que foram 




década de 1.950, novos estudos revolucionariam o tratamento de feridas. Assim nasce o 
conceito de cicatrização em meio úmido, utilizado como base no cuidado de feridas até hoje 
(1-2).  
Atualmente se preconiza a intervenção na expressão gênica e na síntese de 
proteínas envolvidas em fenômenos de proliferação e migração celular para melhorar o 
processo cicatricial (7-8). 
Encontrar alvos terapêuticos mais eficientes para tratar as feridas tornou-se ainda 
mais importante pelo fato de que, nas últimas décadas, tem se observado um aumento 
surpreendente na prevalência de diabetes mellitus do tipo dois (DM2) e obesidade ao redor 
do planeta e também no Brasil (9-10), doenças que levam ao surgimento de lesões cutâneas 
aumentando dessa forma a prevalência de feridas na população. 
As feridas podem ser classificadas, de acordo com o tempo de reparação tissular, 
em agudas e crônicas. As feridas agudas são originadas de cirurgias ou traumas e a 
reparação ocorre em tempo adequado sem complicações. A causa mais frequente de 
feridas crônicas são as complicações do diabetes mellitus levando as úlceras do pé 
diabético, as úlceras por pressão em pacientes com baixa mobilidade no leito ou na cadeira 
e as úlceras vasculares, por estase venosa e/ou obstrução arterial (6). 
 Outra classificação se refere às estruturas comprometidas e consiste na descrição 
anatômica da profundidade da ferida. Este sistema é adotado para estadiar alguns tipos de 
feridas crônicas como as úlceras por pressão e as queimaduras. O sistema de classificação 
por extensão do dano tissular completa a anterior, englobando a ferida superficial (limitada à 
epiderme), ferida com perda parcial (limitada à epiderme e porção superior da derme) e a 
perda total (destruição da epiderme, derme, tecido subcutâneo, podendo invadir músculos, 




1 - O Processo Cicatricial  
 Constitui-se de um fenômeno complexo e altamente especializado, onde é 
necessária a integração de vários tipos de células, incluindo as inflamatórias, fibroblastos, 
queratinócitos e endoteliais, além do envolvimento de fatores de crescimento e enzimas. O 
processo normal ocorre através de várias fases: formação do coágulo, inflamação, 
reepitelização, angiogênese, formação do tecido de granulação, contração da ferida, 
formação da cicatriz e remodelamento do tecido (13).  
 
1.1- Fase Inflamatória  
Imediatamente após a lesão ocorre o tamponamento dos vasos e logo a seguir 
vasoconstrição como primeira resposta, seguido por uma sequência de eventos que se 
inicia com a deposição e ativação de plaquetas e posterior recrutamento de novas células, o 
qual leva a formação de um trombo que provisoriamente tampona a lesão. O trombo rico em 
plaquetas (branco) é rapidamente infiltrado por fibrina. Logo após, os eritrócitos são 
capturados por essa rede fibrinosa e forma-se então o trombo vermelho, principal 
responsável pela oclusão do vaso sanguíneo rompido.  Este trombo fornece uma matriz 
preliminar que alicerçará a migração das células responsáveis pelo desencadeamento do 
processo de reparo (13-14).  
A adesão inicial das plaquetas à superfície lesada ocorre pelas proteínas de adesão 
presentes na sua membrana. As principais delas são os receptores de glicoproteína (GPR) e 
a adenosina difosfato (ADP), liberados pelas hemácias. Outra substância que contribui para 
a agregação plaquetária é o ácido araquidônico da membrana das plaquetas, convertido em 
tromboxano A2 (TxA2) pelas enzimas ciclooxigenase e tromboxane sintetase. O Fator 
Ativador de Plaquetas (PAF), importante derivado do acido araquidônico liberado pelas 




As plaquetas são ativadas por um grande número de substâncias agonistas 
presentes na matriz subendotelial e na corrente sanguínea, como o colágeno subendotelial 
exposto pela ruptura do vaso e a trombina gerada pelos processos de coagulação.  As 
plaquetas ativadas liberam fatores de crescimento como o Fator Transformador Beta (TGF-
β) e o Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF), além de quimiocinas e outras 
proteínas como fibrinogênio, fibronectina e tromboplastina, as quais são encontradas em 
seus próprios grânulos. A interação das proteínas dos grânulos plaquetários com proteínas 
da matriz extracelular formam uma matriz provisória. O TGF-β, PDGF e o PAF se difundem 
pela matriz provisória formando assim um gradiente quimiotático que encaminha a migração 
de outras células importantes no processo inflamatório e de cicatrização (13-14). 
 Os neutrófilos são os leucócitos mais abundantes do sangue, onde um número 
significativo deles é passivamente coletado pelo trombo provisório durante o rompimento 
dos vasos. Após este extravasamento passivo, os neutrófilos migram para a superfície da 
ferida para formar uma barreira contra a invasão de microorganismos e promover assim o 
recrutamento ativo de mais neutrófilos. À medida que ocorrem as primeiras migrações de 
células inflamatórias para o local, o gradiente quimiotático é retroalimentado positivamente. 
As células que migram em resposta ao gradiente quimiotático (neutrófilos, monócitos e 
fibroblastos) também são em sua maioria produtoras de substâncias quimiotáticas, com 
papel destacado para os eicosanóides e, principalmente, para as quimiocinas (13-14). 
 Isoladamente, a produção e a liberação dos mediadores acima descritos são 
insuficientes para o recrutamento de neutrófilos a partir da circulação. A força de arraste da 
corrente circulatória impede seu contato com as paredes dos vasos. Por ação dos 
eicosanoides (leucotrienos, tromboxanos e prostaglandinas), citocinas inflamatórias (como a 
Interleucina 1 (IL-1) e Tumor de Necrose Tumoral Alfa (TNF-α)) produzidas por macrófagos, 
mastócitos, células estromais e outros mediadores, e células endoteliais dos vasos não 




leucócitos, levando a sua dilatação. Esse processa lentifica a circulação sanguínea 
diminuindo dessa forma a sua força de arraste, permitindo, assim, a marginação dos 
leucócitos e sua ligação às moléculas de adesão expressas nas células endoteliais (13-14). 
 Nas regiões distais onde os vasos se romperam, o aporte de oxigênio fica 
comprometido em função da formação do trombo. O influxo de neutrófilos e macrófagos 
ativados para esta região aumenta a demanda por oxigênio com conseqüente elevação das 
concentrações de ácido láctico e queda do pH. A combinação de hipóxia, pH baixo e alta 
concentração de ácido láctico leva a ativação de macrófagos para a produção de fatores de 
crescimento (13-14). 
 
1.2- Fase Proliferativa  
 Essa fase é marcada por intensa produção e liberação de mediadores químicos 
produzidos pelos macrófagos, tão bem quanto migração e ativação de fibroblastos. Essas 
células são os principais componentes do tecido de granulação e após sofrerem influência 
dos fatores de crescimento e demais mediadores derivados principalmente (mas não 
exclusivamente) dos macrófagos, são ativadas e migram das margens da ferida para o 
centro. Isto se dá por meio da matriz provisória formada, seguindo a orientação das 
substâncias quimiotáticas (13-14).  
Com o aumento no número de fibroblastos ativados para a produção de colágeno no 
local, a matriz extracelular começa a ser substituída por um tecido conjuntivo mais forte e 
mais elástico. Este processo é denominado de fibroplasia e ocorre por volta do quarto dia 
simultaneamente com formação de novos vasos sanguíneos. Além da ação direta de fatores 
de crescimento sobre as células da vasculatura, a indução da angiogênese é, em parte, 




  A neovascularização é essencial neste estágio, pois permite a troca de gases e a 
nutrição das células metabolicamente ativas. Com o estímulo de fatores de crescimento e de 
outros mediadores, as células endoteliais no interior de capilares intactos nas margens da 
ferida passam a secretar colagenase e ativador do plasminogênio. Essas substâncias 
promovem aberturas na membrana basal permitindo a migração das células endoteliais que, 
ao atravessarem a parede do vaso e utilizarem como substrato a matriz extracelular 
provisoriamente produzida, seguem em direção à região da lesão. Uma vez na região 
externa do vaso, elas passam pelo processo de diferenciação para aquisição da capacidade 
de formação de novos tubos capilares. As células endoteliais migratórias formam no exterior 
do vaso um broto capilar que em seguida une-se ao capilar de origem, para que, em 
seguida, ocorra o restabelecimento do fluxo sanguíneo (13-14). 
 O leito da ferida aberta deve ser preenchido e este fenômeno requer duas condições. 
Na primeira, a própria natureza anatômica da ferida proporciona um estímulo para a 
migração e proliferação das células (fibroblastos, células epiteliais e queratinócitos) a partir 
das suas margens. Através de um mecanismo descrito por Montesano e Orci de “efeitos de 
vizinhança livre”, as células basais próximas à região da ferida ao perderem a interação com 
as células adjacentes, são ativadas, adquirem propriedades mitóticas e proliferam em 
direção ao centro da lesão. Na segunda, mesmo quando o espaço da lesão está preenchido 
com tecido de granulação, as margens se movem uma em direção à outra como se 
houvesse uma força de tração invisível. Isto ocorre devido à diferenciação de alguns 
fibroblastos das margens da ferida para miofibroblastos, portanto, fibroblastos com 
capacidade contrátil. Com a evolução do processo, a matriz extracelular, que inicialmente 
era composta principalmente por proteínas derivadas de plaquetas e do plasma, passa por 
modificações em sua composição (13-14).  
A migração e ativação de macrófagos e fibroblastos para a região, somada à 




passem a ser localmente produzidos principalmente por estas células. Os fibroblastos 
passam a depositar grande quantidade de fibronectina que, embora seja substrato que 
desempenha outras funções, basicamente serve para a fixação da própria célula. As células 
endoteliais dos vasos neoformados se diferenciam em células de revestimento e os vasos 
neoformados assumem as características funcionais de capilares (13-14). 
Os fibroblastos são as células que passam por mudanças fenotípicas mais 
acentuadas. Nesta etapa, é necessária alta tensão de oxigênio para a hidroxilação dos 
resíduos de prolina e lisina nas cadeias polipeptídicas do colágeno montadas no citoplasma 
dos fibroblastos. Isto é proporcionado pela rede capilar neoformada (12-13). Durante a fixação 
dos fibroblastos e seu amadurecimento fenotípico para células produtoras de colágeno, o 
processo de contração da ferida alcança a sua eficiência máxima, o que decorre como 
exposto acima, da formação de miofibroblastos(13-14).  
Apesar de seu mecanismo contrátil ainda não ser totalmente esclarecido, estas 
células são encontradas alinhadas ao redor de depósitos da nova matriz extracelular, 
fazendo uniões célula a célula e gerando força de tensão. Elas também auxiliam no 
processo de contração no ressecamento da crosta superficial da ferida, a qual durante a 
desidratação diminui de tamanho e arrasta o tecido a ela aderido (13-14). 
 À medida que a região da lesão vai sendo coberta pelas células epidermais, um 
mecanismo de “inibição por contato” é acionado. As células voltam a apresentar o fenótipo 
original, a membrana basal é refeita e os hemidesmossomos e desmossomos são 
reconstituídos. Ao final desta etapa, o leito da ferida está totalmente preenchido pelo tecido 
de granulação, a circulação é restabelecida pela neovascularização e a rede linfática sofre 
um processo de regeneração. Lentamente, o tecido de granulação é enriquecido com mais 
fibras colágenas, dando à região lesada a aparência de cicatriz devido ao acúmulo de 




1.3- Fase de Remodelamento  
 Por volta do décimo dia, o leito da ferida encontra-se totalmente preenchido pelo 
tecido de granulação emaranhado pela nova rede capilar e com a rede linfática em franca 
regeneração, devido a sua reconstrução ter-se iniciado posteriormente a vasculatura. O 
tecido de granulação vai sendo enriquecido com fibras de colágeno começando a adquirir a 
aparência de massa fibrótica característica da cicatriz. Nesta etapa, surgem as primeiras 
fibras de colágeno tipo I (13-14). 
 Com a evolução do processo, acentua-se a deposição de colágeno e a maioria das 
células desaparecem (observa- se a apoptose de fibroblastos e células endoteliais) 
formando finalmente a cicatriz. Atualmente sabe-se, que a resolução completa de uma ferida 
somente pode ser considerada depois de concluída a maturação e remodelagem da matriz 
extracelular. Este processo ocorre lentamente levando muitos meses ou às vezes anos e, 
mesmo assim, uma cicatriz cutânea completamente madura possui apenas 70% da 
resistência da pele normal (13-14). 
A resistência de uma cicatriz é dada pela quantidade de colágeno depositada e pela 
forma com que as fibras estão organizadas. Quanto maior o número de ligações covalentes 
transversais, maior a resistência da cicatriz. Quando secretado na forma de tropocolágeno, 
as ligações transversais das fibras se dão por pontes de hidrogênio. No processo de 
amadurecimento da fibra, as lisinas, hidroxilisinas e lisinas glicosiladas constituintes da 
molécula de tropocolágeno são oxidadas até aldeídos pela enzima lisil oxidase. Estes, após 
sofrerem oxidação, se ligam covalentemente a outros grupos aldeídos ou com lisinas não 
oxidadas, o que aumenta a resistência da fibra (13-14). 
O processo de remodelamento da cicatriz envolve etapas sucessivas de produção, 
digestão e orientação das fibrilas de colágeno. A princípio, a deposição de colágeno é feita 




natureza e direção das tensões aplicadas ao tecido. Essas fibras são subsequentemente 
digeridas pela colagenase, re-sintetizadas, rearranjadas de acordo com a organização das 
fibras do tecido conjuntivo adjacente e lateralmente ligadas por ligações covalentes. Essas 
ligações são formadas entre moléculas de tropocolágeno no âmbito da fibrila e entre as 
próprias fibrilas. Repetições sucessivas da lise, re-síntese, redirecionamento e religação 
formam fibras maiores de colágeno e resultam numa configuração mais regular da cicatriz. 
Isso aumenta a sua resistência devido à organização das fibras acompanharem as forças 
mecânicas a que o tecido está sujeito durante a atividade normal (13-14).  
 Ao final desta etapa, os anexos da pele como folículos pilosos e glândulas sofrem 
regeneração limitada e a coloração da cicatriz permanece pálida, pois a regeneração dos 
melanócitos é deficiente e as cicatrizes são hipo-vascularizadas devido ao desaparecimento 









Figura 1- Esquema ilustrativo das fases do processo de cicatrização: A- Lesão, B- Coagulação, C- 
Inflamação recente, D – Inflamação tardia, E – Proliferação e F- Remodelação. Adaptado de Expert 
Reviews Molecular Medicine, 2003 Cambridge University Press. 
 
2- Ativinas  
 São proteínas diméricas que apresentam duas subunidades β cruzadas por uma 
ponte dissulfeto, membros da família do Fator de Crescimento e Diferenciação 
Transformador β (TGF-β) (15,17).  
As variantes das ativinas mais abundantes são os homodímeros ativina A (baba) e 
ativina B (bbbb), tão bem como o heterodímero ativina AB (babb). Essas proteínas exercem 
suas funções biológicas através de sua ligação a receptores transmembrana heteroméricos 




proteínas sinalizadoras da família Smad, as quais por sua vez formam um complexo que 
leva ao controle da transcrição gênica (15,17). 
 As ativinas foram inicialmente descobertas como indutores da liberação do 
Hormônio Folículo Estimuladoras (FSH) pela hipófise, porém, posteriormente foram 
descritas uma grande variedade de funções para essas proteínas como reguladoras cruciais 
do desenvolvimento celular (15-18). Na pele, estudos têm revelado funções importantes, em 
especial no que diz respeito à ativina A. Estudos em camundongos e humanos detectaram a 
expressão significativamente aumentada da subunidade bA da  ativina durante a 
cicatrização tecidual após lesão aguda ou crônica (19,21).  
 
Figura 2- Esquema ilustrativo da sinalização das ativinas ativando as proteínas Smads e sua 




 A atividade biológica das ativinas é regulada por uma glicoproteína chamada 





A regulação da Fst representa grande importância funcional no processo cicatricial, 
pois em camundongos transgênicos onde a mesma foi super expressa na epiderme foi 
observado um atraso considerável na cicatrização de feridas (22-24). Em outro estudo no qual 
a atividade da Fst em queratinócitos for suprimida pela geração de camundongos 
transgênicos, foi demonstrado a ativação específica da ativina na epiderme e nos folículos 
pilosos. Esses animais apresentaram maior proliferação de queratinócitos, com início mais 
precoce (19).  Há outros fenômenos importantes nos quais a Fst também desempenha 
importante função regulatória, como por exemplo, em alguns aspectos do desenvolvimento 
embrionário, revascularização após a lesão isquêmica, sobrevivência de miócitos, 
imunomodulação, regulação de citocinas e câncer (22).  
 
 





4- Azacitidina  
O Azacitidina, 5-azacytidine ou 5-aza-2'-desoxicitidina (5-aza) foi sintetizado pela 
primeira vez por Piskala e Sorm em 1.964 e foi originalmente desenvolvido e testado como 
um nucleosídeo com especificidade clínica e ação antimetabólito para a leucemia mielóide 
aguda. Atualmente, é usado no tratamento da síndrome mielodisplásica (MDS) e é liberado 
pelo Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos.   
Por ser ativado pelo trifosfato de adenosina (ATP) e incorporado tanto pelo DNA 
como pelo RNA, o tratamento com 5-aza leva à inibição da síntese de proteínas. A 
incorporação de 5-aza no RNA-transportador (RNAt) é capaz de inibir a metilação, 
resultando em um defeito funcional do RNAt. A metilação também desempenha um papel 
importante no processamento de RNA, pois os efeitos da incorporação de 5-aza interfere na 
estabilidade do RNA o que também leva a diminuição da síntese de proteínas (25-31). 
 Apesar de poder atuar sobre a expressão de diferentes genes, um estudo recente 
mostrou que quando adipócitos 3T3L-1 foram tratados com o 5-aza, ocorreu uma redução 
de cerca de 90% da expressão do gene da Fst, o que sugere ser este um dos genes mais 
afetados pelo tratamento.  
 




Portanto, a hipótese deste trabalho é que o tratamento tópico com 5-aza reduz a 
atividade da glicoproteína Fst1 em feridas levando a um subsequente aumento da 
capacidade das ativinas em promover crescimento celular e, dessa forma, melhorar a 
cicatrização em feridas de ratos Wistar. 
A justificativa para o presente estudo decorre da necessidade de se encontrar novas 
opções para o tratamento de feridas que contribuam para que o processo cicatricial seja 
mais rápido e eficiente. Tal avanço traria benefícios para pacientes portadores de doenças 
crônicas onde o processo cicatricial encontra-se comprometido como por exemplo o 

















 Avaliar os efeitos da ação tópica de 5-aza nas diferentes fases do processo cicatricial 
de feridas cutâneas em ratos Wistar. 
 Específicos: 
 • Determinar a taxa de retração das feridas por fotografia e planimetria; 
 • Determinar a expressão das proteínas folistatina, ativina, smad e                 
citoqueratinas 10 e 14; 
 • Investigar a modulação gênica das Interleucinas 1, 6, 10 (IL-1, IL-6, IL-10) e 
TNF-α; 
 •  Investigar a modulação gênica do marcador de queratinócito involucrin; 
 • Avaliar os aspectos morfológicos da ferida por microscopia de campo claro; 
 • Determinar a taxa de proliferação celular na ferida por meio da captação 
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The development of new methods to improve skin wound healing may affect the outcomes of a 
number of medical conditions. Here, we evaluate the molecular and clinical effects of topical 5-
azacytidine on wound healing in rats. 5-Azacytidine decreases the expression of follistatin-1, 
which negatively regulates activins. Activins, in turn, promote cell growth in different tissues, 
including the skin. Eight-week-old male Wistar rats were submitted to 8.0 mm punch-wounding in 
the dorsal region. After three days, rats were randomly assigned to receive either a control 
treatment or the topical application of a solution containing 5-azacytidine (10 mM) once per day. 
Photo documentation and sample collection were performed on days 5, 9 and 15. Overall, 5-
azacytidine promoted a significant acceleration of complete wound healing (99.7%±0.7.0 vs. 
71.2%±2.8 on day 15; n=10; p<0.01), accompanied by an up to 3-fold reduction in follistatin 
expression. Histological examination of the skin revealed efficient re-epithelization and cell 
proliferation, as evaluated by the BrdU incorporation method. 5-Azacytidine treatment also 
resulted in increased gene expression of TGF-β and the keratinocyte markers involucrin and 
cytokeratin, as well as decreased expression of cytokines such as TNF-α and IL-10. Lastly, when 
recombinant follistatin was applied to the skin in parallel with topical 5-azacytidine, most of the 
beneficial effects of the drug were lost. Thus, 5-azacytidine acts, at least in part through the 







Skin wound healing is a complex biological process that involves the integrated actions of a 
number of different cells and tissues (1). In healthy subjects, skin wounds are generally re-
epithelized in approximately two weeks (1). During this period, the initial steps of healing, such 
as cloth formation, inflammation and cell proliferation, take place (1). The final phase of wound 
healing, tissue remodeling, can last for years, and even if it occurs in the most appropriate way, 
it will never regenerate the same level of skin integrity and resistance that was present prior to 
the development of the wound (1, 2). 
Fortunately, for most subjects with skin wounds, the healing process is sufficiently rapid and 
efficient to achieve a safe and non-complicated repair (2). However, depending on the 
magnitude of the wound and the presence of a number of potential accompanying conditions, 
such as chronic illnesses or infections, healing can be prolonged or even impaired, leading to 
unwanted, and occasionally even debilitating or lethal, complications (2). In this context, 
developing new methods to safely accelerate skin wound healing may have a beneficial impact 
on several medical conditions. 
During cloth formation, in the initial phase of wound healing, platelets secrete transforming 
growth factor-beta (TGF-), which is one of the most important growth factors involved in the 
promotion of wound healing (1). Recent studies have shown that activins, and particularly the 
TGF- family member activin-A, are highly expressed in both acute and chronic wounds (3) and 
that the hyperexpression of follistatin (Fst), an endogenous inhibitor of activin, impairs wound 
healing in mice (4). Moreover, the genetic disruption of the Fst gene results in increased activin 
signaling in the skin and increased keratinocyte proliferation (5). Thus, the pharmacological 




wound healing. Here, we tested this hypothesis by using topical 5-azacytidine (5-aza) to treat 
skin wounds produced in healthy rats. 5-Aza is a pharmacological inhibitor of Fst (6) and is 
currently approved for clinical use in the treatment of myelodysplasia (6, 7). Our results show 
that 5-aza accelerates wound healing through a mechanism that depends, at least in part, on 
the activation of the activin signal transduction system.  
 
MATERIALS AND METHODS 
Experimental animals 
All experiments were approved by the Ethics Committee of the University of Campinas. Eight-
week old male Wistar rats were submitted to an 8.0 mm punch-wound in the dorsal region. 
Initially, the rats were randomly assigned to two distinct treatment groups. Both of the groups 
received a topical application of a solution containing 5-azacytidine (10 mM) once per day, and 
treatment began either on the day of wound generation or on the third day following wound 
generation. Respective controls were treated once per day with vehicle. Photo documentation 
and sample collection were performed on days 5, 9 and 15. In the dose response experiments, 
wounds were treated with different doses of 5-aza (0.1, 1.0 or 10.0 mg/day). 
In the final part of the study, the rats were submitted to an alternative protocol and treated 
daily, beginning on day three after generation of the wound, with either 5-aza, 5-aza plus 
follistatin (2.5 mg) or vehicle. 
Tissue extraction and western blot 
Rats were anesthetized with sodium amobarbital (15 mg/kg body weight, i.p.) and used 10–15 
min later, i.e., as soon as complete anesthesia was obtained and verified by the loss of pedal and 




immediately homogenized in extraction buffer (1% Triton-X 100, 100 mM Tris, pH 7.4, 100 mM 
sodium pyrophosphate, 100 mM sodium fluoride, 10 mM EDTA, 10 mM sodium orthovanadate, 
2 mM PMSF, and 0.1 mg/ml aprotinin) at 4°C with a Polytron PTA 20S homogenizer (Brinkmann 
Instruments model PT 10/35) operated at maximum speed for 30 sec. The extracts were 
centrifuged at 15,000 rpm at 4°C in a Beckman 70.1 Ti rotor (Palo Alto, CA) for 45 min, and the 
supernatants of these tissues were used for western blotting with antibodies against follistatin 
(1:1000), cytokeratin-10 (1:1000), cytokeratin-14 and β-actin (1:1000). Whole tissue extracts 
from all animals were homogenized in Laemmli buffer, and equal-sized aliquots (20 µg protein) 
were subjected to SDS-PAGE. Following transfer to nitrocellulose, the membranes were 
incubated with a secondary specific IgG antibody (diluted 1:5000 in TTBS containing 1% dry skim 
milk) for 2 h at room temperature. After incubation with a horseradish peroxidase-conjugated 
secondary antibody, enhanced chemiluminescence (SuperSignal West Pico, Pierce) was used to 
permit protein detection by autoradiography. The band intensities were quantified by optical 
densitometry (UN-Scan-it Gel 6.1, Orem, Utah, USA). 
Quantification of mRNAs by real-time PCR 
Aliquots containing 5.0 ng RNA were subjected to reverse transcription using random hexamer 
primers and Superscript Moloney-MLV reverse transcriptase. PCR reactions were performed in 
real time using the TaqManTM system (Applied Biosystems). The GAPDH gene (TaqManTM - 
Applied Biosystems) was chosen as the endogenous control of the reaction to which the 
expression levels of the gene of interest in different samples were normalized. After calculation 
of the efficiencies of amplification of the gene of interest and the endogenous control, a scatter 
plot was constructed to define the range of concentrations for which the system is efficient. 
Primers for the target genes were purchased from Applied Biosystems. For the relative 




duplicate in reactions containing 6.25 μl of TaqMan Universal PCR Master Mix 2X, 0.625 μl of 
primers and probe solution, 1.625 μl of water and 4.0 μL of cDNA. The negative control used 4.0 
μl of water in place of cDNA. The cycling conditions were as follows: 50 °C for 2 minutes, 95 °C 
for 10 minutes, and 40 cycles of 95 °C for 15 seconds and 60 °C for 1 minute. The relative gene 
expression values  were obtained by analyzing the results in the program 7500 System SDS 
Software (Applied Biosystems). 
Microscopy 
After dissection, the skin tissues fixed by immersion in paraformaldehyde were processed in 
alcohol at increasing concentrations (70%, 80%, 95% and 100%), followed by xylol and paraffin, 
embedded in paraffin blocks, sectioned at 5.0 m and placed on microscope slides pretreated 
with poly-L-lysine. To evaluate cell and extracellular matrix morphology, the wound sections 
were stained with hematoxylin and eosin. The sections were incubated with hematoxylin for 30 
seconds, rinsed in distilled water, incubated for 30 seconds with eosin, rinsed again in distilled 
water and dehydrated. The slides were mounted in Entellan ® and then analyzed; digital images 
were captured under bright field microscopy. 
Detection of cellular proliferation assay using 5-bromo-20-deoxyuridine. 
5-Bromo-20-deoxyuridine (BrdU, 250 mg/kg BrdU in 0.9% NaCl) was intraperitoneally injected 
on the ninth day following wound generation; 2 h later, the tissue samples were fixed in 1% 
acetic acid and ethanol. Then, the fragments were embedded in paraffin and sectioned at 5.0 
m. Indirect immunofluorescence staining was performed using antibodies against BrdU (Roche) 
and activin (Santa Cruz). The analysis and documentation of results were performed using a 
Leica FW 4500 B microscope (8). 




The process of wound healing was photo documented using a Nikon digital camera. A tripod was 
used to ensure a similar distance from camera to wound in all experiments. The area of the 
wound was measured using Adobe Photoshop 7.0.  
Statistical Analysis 
The results are always presented as the mean ± standard error. For the statistical analysis, we 
first applied the Levene test to check for homogeneity of variance. To compare the means 
between two groups, we used Student’s t-test for independent samples. For multi-group 
analysis, we used analysis of variance (ANOVA), followed by the Tukey HSD test for multiple 
comparisons of means, when necessary. In all cases, the level of significance considered 
sufficient to reject the null hypothesis was 5% (p <0.05). Data were analyzed using the "Statistic 
for Windows" version 7.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA). 
 
RESULTS 
Topical 5-aza accelerates skin wound healing in rats 
The proposed wound healing acceleration property of 5-aza was tested using two different 
protocols. The first protocol was designed to expose the wounds to the drug beginning at the 
cloth formation phase, while in the second protocol, treatment began during the inflammatory 
phase. In both protocols, the drug was used daily until the fifteenth day after wound generation. 
As depicted in Figure 1, treatment with 5-aza beginning at day 3, but not at day 0, resulted in a 
significant acceleration of healing (99.7%±0.7.0 vs. 71.2%±2.8 on day 15; n=10; p<0,01). Thus, in 






Figure 1. Male Wistar rats were submitted to a wound generation in the dorsal region and 
randomly selected for daily topical treatment with vehicle (Ctr), 5-azacytidine beginning on the 
same day of wound generation (5-aza-day 0) or beginning on the third day following wound 
generation (5-aza-day 3). Photographic record of the wounds is shown in A and variation on the 
% of remaining wound is graphically depicted in B, for Ctr vs. 5-aza-day 0; and C, for Ctr vs. 5-





Topical 5-aza reduces Fst and inflammatory cytokine expression in wounds 
Topical 5-aza applied beginning at day 3 after wound generation produced a dose-dependent 
inhibition of Fst expression in the wounds (Fig. 2A and 2B). This was accompanied by reductions 
in the expression levels of the inflammatory cytokines TNF- and IL-6 on day 9 after wound 
generation (Fig. 2C). The expression levels of both TNF- and IL-6 were restored to control levels 
at the end of the evaluation, on day 15 after wound generation (Fig. 2C). The expression of the 
anti-inflammatory cytokine IL-10 in the wound was not affected by 5-aza treatment beginning at 
day 3 (Fig. 2C). Interestingly, if 5-aza was employed beginning on day 0, the expression of IL-10 





Figure 2. Male Wistar rats were submitted to a wound generation in the dorsal region and 
randomly selected for daily topical treatment with vehicle (0.0 mg in A and B, Control in C and 
D), 5-azacytidine beginning on the third day following wound generation (0,1-10 mg in A and B; 
5-aza in C) or beginning on the same day of wound generation (5-aza-day 0) (D). Tissue 
fragments of the wounds were obtained on day 9 after wound generation (A and B) and on the 
days depicted in the x axis of the bar-graphs in C and D. The expression of follistatin (Fst) was 
determined by immunobloting (A) and expressed as arbitrary units obtained from the 
densitometric measurement of specific bands (B). TNF-, IL-6 and IL-10 mRNA expression was 




Topical 5-aza increases the expression of keratinocyte markers and cell proliferation in healing 
wounds 
Topical 5-aza applied beginning on day 3 after wound generation resulted in the increased 
expression of TGF- on day 15 (Fig. 3A). In addition, the expression of the keratinocyte marker 
involucrin was increased at days 5 and 15 (Fig. 3A). This was accompanied by increases in the 
expressions of cytokeratin-14 and cytokeratin-10 on day 15 (Fig. 3B and 3C) and by increased 
cell proliferation, as determined by the evaluation of BrdU incorporation, on day 9 (Fig. 3D and 
3E). At the end of the evaluation period, on day 15 after wound generation, the thickness of the 
resulting re-epithelized epidermal layer in the wound was significantly wider in 5-aza treated 
wounds than in control wounds (Fig. 3F and 3G). Interestingly, for wounds treated with 5-aza 
beginning at day 0, the expression of involucrin was reduced at days 5 and 9, and no increase in 





Figure 3. Male Wistar rats were submitted to a wound generation in the dorsal region and 
randomly selected for daily topical treatment with vehicle (control, Ctr), 5-azacytidine beginning 
on the third day following wound generation (5-aza-day 3) (A-G), or beginning on the same day 




14 and cytokeratin-10 (C) mRNA expressions were determined by real-time-PCR in tissue 
fragments of the wounds collected in the days as depicted in the x axis of the bar-graphs (A, C 
and H). The expressions of cytokeratin-14 and cytokeratin-10 were determined by immunoblot 
in wound tissue samples collected on day 9 after wound confection (B). In D, rats were treated 
with BrdU on day 9 after wound confection and fragments of the wounds were collected for 
histological evaluation; for that, 5.0 mm sections were employed for the immunodetection of 
activin (red) and BrdU (green) by indirect immunofluorescence. Cells labeled positive for activin 
and BrdU were counted (E). Hematoxilin-eosin staining of paraformaldehyde fixed paraffin 
embedded 5.0 mm section of skin fragments obtained from the wound region, collected on day 
15 after wound generation (F); blue arrows depict the margin of the wound and green arrows 
depict region where the width of epithelium of the repaired region was measured. The means of 
the measured epithelium widths obtained from control and 5-aza treated wound, as shown in F, 
is represented in bar-graph (G). In all experiments, n = 6; in A, C, E, G and H, *p<0.05 vs. 
respective control. 
 
Exogenous Fst impairs the beneficial effect of topical 5-aza on skin wound healing 
To test the hypothesis that the beneficial effect of topical 5-aza was dependent on the reduction 
of Fst, wounds were simultaneously treated with 5-aza and exogenous Fst. As shown in Figure 
4A, exogenous Fst completely inhibited the effect of topical 5-aza to accelerate healing. This was 





Figure 4. Male Wistar rats were submitted to a wound generation in the dorsal region and 
randomly selected for daily topical treatment with vehicle (control, Ctr), 5-azacytidine, follistatin 
(Fst) or 5-azacytidine plus follistatin. The treatments always started on the third day following 
wound generation. The variation on the % of remaining wound is graphically depicted in A. On 
day 9 after wound generation, fragments of the wound were collected for evaluation of 
cytokeratin-14 expression by immunoblot (B) and for indirect immunofluorescence detection of 
cytokeratin-14 in 5.0 mm paraformaldehyde fixed, paraffin embedded sections. In all 




For most humans, the normal skin wound healing process is sufficient to achieve a non-
complicated repair of the damaged tissue (9). However, skin wound healing can be affected by a 
number of physiological and pathological conditions, leading to prolonged and frequently 
dysfunctional repair. Because of the broad role of the skin as a physical, chemical and 




wound healing may eventually impact quality of life (9). Increases in the numbers of elderly 
citizens and the prevalence of chronic illnesses that can affect skin integrity and repair, such as 
diabetes mellitus, hypertension and atherosclerosis, are important epidemiological factors 
contributing to a continuously increasing number of patients with delayed and complicated skin 
wound healing (10). Therefore, the development of new methods that can be safely used to 
accelerate this healing may have a positive impact on the management of such conditions. 
Here, we evaluated the effect of 5-aza as a topical pharmacological agent to accelerate the 
healing of uncomplicated skin wounds in a rodent model. The drug 5-aza is a pyrimidine 
nucleoside analogue of cytidine (11) that acts as an inhibitor of gene transcription because it 
interferes with DNA methylation (12). The expression of a number of distinct genes can be 
affected by 5-aza (7); some of these genes have important roles in cancer. For this reason, 5-aza 
is currently approved for clinical use in myelodysplasia, a complex hematological condition that 
can progress to leukemia (13).  
Fst, a protein encoded by one of the genes that is inhibited by 5-aza (6), is an endogenous 
inhibitor of activin (14). It binds activin with high affinity (50-500 pM), leading to the formation 
of biologically inactive protein complexes, thereby regulating a number of processes that are 
controlled by activin (15, 16). Previous studies have shown that activins, which belong to the 
TGF- family, can promote skin wound repair by activating signal transduction though the RhoA-
JNK signaling pathway (3, 17). Thus, we hypothesized that a pharmacological inhibition of Fst in 
skin wounds would result in increased activin signaling and accelerated wound repair. 
Initially, we tested our hypothesis using two distinct therapeutic approaches: topical 5-aza 
applied beginning on the day of wound generation and on the third day following wound 




day is marked by intense inflammatory activity (1). While 5-aza treatment beginning on the day 
of wound generation did not lead to any change in the process of healing, 5-aza treatment 
initiated on the third day produced a significant acceleration of the process that could be noted 
as early as the fifth day after wounding. In addition to its inhibitory effect on Fst expression, 5-
aza treatment begun on the third day reduced TNF- expression and increased TGF- 
expression in the wounds, whereas 5-aza started on day 0 led to an increased expression of TNF-
 and reduced expression of IL-10.  
TGF- plays an important role in skin development, and its expression is increased during a 
narrow window of time during the repair of damaged skin (18). Although the mechanisms by 
which TGF- controls wound healing are not fully known, the regulation of inflammatory activity 
seems to be particularly affected by its presence (18). Our results show that starting 5-aza 
during the third day after wound generation alters the expression of the inflammatory cytokine 
TNF-, suggesting that the modulation of the inflammatory activity in the wound could be one 
mechanism involved in the beneficial effects of the drug.  
We next evaluated the impact of 5-aza on the expression of proteins involved in skin repair. 
Involucrin plays an important role in the organization of the cellular structural changes required 
for the formation of the cornified envelope during keratinocyte differentiation (19). While 5-aza 
treatment started on the third day after wound generation resulted in the increased expression 
of involucrin, 5-aza started on the day of wound generation significantly and long-lastingly 
reduced the expression of this protein. In parallel with the increased expression of involucrin, 5-
aza treatment started on day 3 led to increases in the expression levels of cytokeratin-14 and 
cytokeratin-10 and to increased cell proliferation, as determined by the BrdU incorporation 
method. Lastly, 5-aza started on day 3 produced a thicker epidermal layer and more organized 




on wound healing, affecting multiple aspects of the process, including the expression of growth 
factors, cytokines and cytoskeletal proteins. 
In the last part of the study, we tested the hypothesis that the beneficial effects of 5-aza were 
due to the reduction of Fst expression. Indeed, the application of exogenous Fst was sufficient 
to reverse the effect of 5-aza, maintaining the same healing process efficiency over 15 days as 
was observed in the control.  
Taken together, the results of this study provide evidence for the beneficial effect of 5-aza as a 
pharmacological agent to accelerate skin wound healing. It must be emphasized that the drug 
must be applied during the inflammatory phase of healing; in our hands, the early use of 5-aza 
during the cloth formation phase was accompanied by increased inflammatory activity and 
reduction of the expression of a number of important repair markers. At least a portion of the 
effect of 5-aza is dependent on the reduction of Fst expression.  
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